DEUTSCHE DEMOKRAHSCHE REPUBLIK 

(\2] Wirtschaftspatent 
Erteilt 9«niSB i 17 Ab»«tt 1 Patentgesatz 




PATE NTS CH RIFT 

DD (11) 216 806 A1 



(19) 



3(51) Q01 N33/B0 
G01 N 31/22 



AMT FOR ERRNDUNGS- UNO PATENTWESEN 

(21) ■ WPG01N/253 2261 (22) . 20.07.83 



In der vom 



AomeWer eingereichten Fassung veroffentlicht 
(44) 19.12.84 



nfe der Wissenschatten der DOR, 1 199 Berlin, Rudower Chaussee 5, DD 



(71) . Akademi 

(72) Lampe! Jochan, Dr. med., PD 



Teststrelfen zum Nachwels von Proteinen im Urin 



(54) 



St ein Teststreif en zum Nachweis von Protemen l-T^^"": ^^^^J^^'^^^^^^^^ 3i„d weitera Bestandteile Minel zur 

einem Farbindikator und Pufferungsm.tteln '"^^'J^fJ^^^^^^^^^ Mitte. zur Hintergrundfarbung wie 

Acridinorange. Echtl.chtgelb Oder .'''Pvndarnol und^^^^^^^^^^ GuLdinhydrochlorid als Modifikatoren 

warden keinefalsch-positivenErgebnisseerhalten. ' 



9 Seiten 



ISSN 0433-6461 



BEST AVAILABLE COPY 



Jeststreifen zum Hactoeia von Protelnen ±m Pr-iTi 



Acwendimg sgebiet der Srfindunp; 

Die Srfindung betrifft Teststreifen zum.Hachweis von Proteinon 
im Urin. Die Teststreif en werden in der Laboratoriumsdiasaostik 
angewendet. 

Charakteristik der be kannten ter^tmisolien lasun^ ^n 
Die Uaterauchung des Urins auf Proteine gehSrt zu jeder-medi- 
3inischen .Grunduntersuchung.zur f rtihzeitigen Srkennung von 
Nierenkrankheiten. Der llachweis von Proteinen ist auch fiir 
die Verlauf skontrolle von Patienten ait ITierenerkrankungen 
sowie fiir. die rechtzeitige Srkennung von Hierenachaden nacfa 
Gabe von einigen Arzneimitteln wie z. B. Antibiotika und Zyto- 
statika von Bedeutung, , ' . 

Altere llethoden zum llachweis von Proteinen im Urin sind die 
heute nur noch vereinzelt durchgef iihrte Kochprobe mit Sssig- 
saure und die KELLSRsche Ringprobe mit Salpetersaure. Weit- 
verbreitet in den klinischen Laboratorien ist der Sulfosali- 
oylsauretest. .Die Methode isf ausreichend empfindlich und er- 
faJ3t alle Plasmaproteine , die im Urin vorkoramen konnen, mit 
gleicher Sensitivitat. Orale Antidiabetika, hohe Dosen von 
Antibiotika, p-AainissalicylsSure und RBntgenkohtrastmittel 
storen die Reaktioh.- ITachteilig ist.ein gewisser Auf wand 
(Zentrifugieren bzv/. .Piltrieren des" Urins, Ansetzen der Reagen- 
tien, SSuberung der C-lassertite) (P. Balint (Hrsg. ) : Klinische • 
-aboratoriamsdiagnostik, 3d. 1. Voik und Gesundheit, Berlin 
1562, Seite 234).. 
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gelSliof Oder sctosoh srUiaich gei^ ^ ^.^^^ ^^^^^^j. ^ 

:.^Snsl.^eit von Ihrer „„t„3uo^un.3ld3»n. 



helm Hacbwels yon Jroteinen tein mxtt 



verbesisem 



^^^ ^ • t eine n Teststreif en mit einem 

*-v,-i»or, Tracer fur den ?arbanditatcr zu « 
saugfaiiigen Trooex xux m«a+«tTeifen zum . 

-re^r^rroir^r^: - 

Itator eins Yerbinduns der all»?n.ein ^ oitronensSure/ 

Pufferun^s^tteyent..!*. w^o-i 1^^^^^^^^^ 

Pbo=pnat, -"t!, stteUen g,g.ben,nf alia Sittel 

losedefivate, gegebenenf alls '^*=-°f '.^ote Subatan«n oder 

Bei emer dure. e^. 'tf^^Zl^^Zn in -esent- 

■ ilch serlngerer '^^"^-t;^^^ Haptoglobin., I.7SO.7- 
I^bda- unfl Eappa-ietten, " Diagnose und 

Mfferentialdiagnose von "^^^"^l^^ ^ orin naoi- 
. das Albuinin als aauptbestandtexl der Broteone 
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sewiesen wird and die Globuliae und die anderea Proteiafrak- 
rxonen aur ia eiaem geriagerea Auamai3 erf aBt werderi, da die • 
Ausscheiduag roa Albumia sich ia dea meistea Pallea pro^or- 
tioaal 2uia Gesamtproteia verMlt. " 

Die Paroteiae, hauptaSchlich aber das Albuznia. biadea Parbindi 
■ katoren der allge.n.exaea. Pormel. I (vgl. Aalage) ia ihrer anio- 
nischea Pora. Bei .dieser Biaduag zeigea die Parbiadiicatorea 
exaen Parbuaschlag Riohtuag auf die Salzf o«n/ obwohl der 
pH-,/ert des Milieus koastaat bleibt (ladikatorf ehler) . Ss 
^7erden.solche Parbiadikatorea ge'^Shlt, die eiaea deutlichen 
.arbuDischlag zaigea. Die im Uria vorkOToendefa Salse dUrfea 
. dabei die Parbuag nicJit beeiaf lussea. 

Der -pH-V/ert des sur ImprSgaieruag verweadetea Puffers r-ichtet 
sxcii aach dem Uuschlagspoakt des Parbiadikators der allr^eajei- 
nea .-orniel I (vgl, Anlage). Torzugs^eise 7/erdea solche Parb- 
stoffe ia dea Trager eiagearbeitet, deren beide Umschlags- 
puakte sich im saurea pH-Bereich befiadea. Srf iaduagsgemaSe 
Beispiele fiir die Parbiadikatorea siad ai-Cresolpurpur. 
p-2yleaolblau, Thyaolblau, Bromchlorpheaolblau. Brompheaol- 
blau, Bromcresolgriia, Chlorpiieaolrot, Broaipheaolrot, Brom- 
cresolpurpur uad Bromthymolblau. Der pH-?er.t' des Puffers soil 
ia der ITahe des saurea Umsciaagspuaktes des Parbiadikators 
liegea. 

Sia saurer ?K-3ereicii wird auch desHalb gewahlt. ' weil die Parb 
ladikatorea eine maziaale Siaduag aa die Proteiae im saurea 
miieu zeigea, Voa Vorteil ist hierbei weiterhiii, . dafl evea- 
tuell aa Albujaia gebuadenes und mit dem Uria- ausgeschiedeaes " 
Bxlirubia bei saurea pH-Jertea freigesetzt wird, so daS i^arb- 
iadikator uad Bilirubia aicht un die Biaduagsstellea am ?ro- 
teianiolektil koakurrierea» 

Der Puffer ma3 eiae starke Pufferuagskapazitat habea. Durch 
die Pufferuags wird verhiadert, daB die OH"- 'and H-'-Ioaea 
im Uria dea p2-7ert des iizprSgaiertea Tragera. aach dem Aa- . ' 
feuchtea veraadera uad eveatuell schoa eiaea Umschlag des' . 
Parbiadikators hervorrufea, ob'.voiil keia Protein' im Uria vor- 
haadea ist, 

Bas Auswascaen des Puff eruagsnit tela uad des Parbiadikators ' 
'«ird dadurch verhiadert, daS der Impragaierlosuag' gegebeaea- . 



.^13 ^^eerlSsUCe Cellulose e.iv.te .i . B^-nulo^^ 
sulfa. Oder Carbo^eth^lcellulcse * «f ^„ ,e„ 

— ^ttt^triSorn %"rnac. de» .ro^ei.. 

Untersuchimgen, die mat aer 6iei*-«. 

nach^eis erf olgen sollen, storen. 

(vgl. Anxa-,ey ii^**^ ^4^^,^ T-rairer mit emer re- 

,erwende-.en IrSsermaterial abv ^"^^^^"^fi"",^^^,^, und 

bei einem pH-v/ert m aer wane a« ,„^;,^ridi}»torlconzeiitra- 

tion erf olgen. In dxesem ^^11^-^° ^ ProteinJcon- 
Urm von sesunden Personen mxt einer sehr ng ■ 
.entration eine eindeutig negative ^^^^^^f 
.r,^.«t«hender Parbumsohlag wird dann sicher erlcanm; 

\e«tsr«. ^"*'r.e! a" eia^aitLo^ia^ «n 

jedaib sohwier«er. ziu diff erenzieren als em ^ar 

einem FarSton in einen andsreu. 

n.,halb ist die zusa-enseuung der iBprSgnierlSBung Ton -dem 
rSIe:™ dee ^.«e.^*e.iaX3 und - .^-^f 
des Partindi^ators a«.. ^--^^jf.;^,'^:^,.. 
IrSaer mit nohem AaJnaJUMToluiwo, der mlt » ^ _ 

« von serinser .ar.inditat,r.onze.tration behandelt .or- 



den ist. 



Oe.e.enenf aXle .U3a»en ^^^^/^.^^Lrs':^: 

3o^u. dar^ noo. -e -^^^^^ 

ro:i:ro:^e':o::e°B:;:;ida.ci. die Hin-r^-~ 

;S die •anterso.eidMr.eit .«i3c.en negativen und scl.,aoii 
positlyen Reattionen zusitslicH verbessert. _ 



Die .mpf^ndlichl-eit des Teststreif ens karm dadurclx gesteigert 
warden, daB der Impragnierlcsung Verbindungen, die lasse'stoff 

Tenside wie Ilatriu^dodecylsulfat, cHaotrope Substan^en iT 
^alxun^i^odanid and lithimchlorid und die Denaturantien Ham- 
s.off und .uanidin. Durch diese Verbindungen komt es kon^en- 
trationsabhSngig zu einer Auffaltung bzw. Denaturierung der " 
Proteine und die Anzahl der Bindungsstellen f Or die Parbindi- 
katonnolektae ni^t zu. Daraus resultiert eine intensirere 
.arbung aucH schon bei.geringer Proteinkpnzentration -iiB. Urin.- 
Der erfindungsgeiaaSe Teststreifen zeichnet sich durch eine 
deutlich unterschiedlicixe PSrbung in AbhSngigkeit von der Pro. 
te^n^onzentration ±m Urin aus. Durch den Zusatz von Denatuxan- 
tien sowie von Tensiden und chaotropen Substanzeii steigt d^e 
..mpiindlichkeit der Teststreifen etwa 50 % an. Es wurde^ ' 
^eine f alaoh-positiven Ergebnisse mit dem Urin von gesunden 
Personen erhaZten. 

Ausf Uhrunggbeispiel 

lV 20 ing Brompiienolblau warden in 100 ml Citroneasaure/Phos- 
phat-Puffer nach Mcllvain mit einea pH-7/ert von 2,7 ge- 
loat. In diese Losung wird entsprecliend zugeselinittenes 
ChromatograpMepapier gelegt und nach den Hereusnehmen ■ 
und Abtropfen bei Raumtemperatur getrocknet. Das getrock- 
nete Papier ist gelb gefarbt, ' 

Das iapragnierte.. Papier ^ird in Langsstreifen mit einer 
3reite von 1 cm geschnitten und auf eine Kunststoff olie 
geklebt. Diese wird in Streifen yon 0.5 cm Breite go- ' 
schnitten. Jeder Teststreifen hat eine Reaktionszone von 
• 0,5 X 1 cm. ■ . - 

Zur Priifung des Urins auf Proteine wird der Teststreifen 
einige Sekunden in die UntersuchungslcJsung getaucht und 
der nicht aufgesaugte -Urin durch Abstreif en der seitli- 
chen Kante am GefSBrand entfemt. Die Reaktion 7;ird nach 
30 bis 60 Sekunden abgelesen. Sine leichte BlaufMrbung 
trxtt bei .inv/esenheit von etrva 30 mg Seru£iorotein/lOO ml . 
Tjrin auf, Hbhere Konsentrationen verursachen eine inten-' 
sivere Blaufarbung. 
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' on Eromcresolsrtin-Natrtumsalz ^erden'iB 100 ml einer 
. 100 ng Bromcresoxgiuii einen 
0.25 molaren Qitronensaurelbsuxxg. dxe mit ilaOH ^ ^^^^ 
^ -r ^. ^«r, «; eingestellfc wurde, gelost. Das weii^ei^ 
pH-ffert von 3,5 einges ^ Kprstellung der Teststxei- ^ 

gehen Dei der. ImprSgnieruns und Test- ' ' ■ 

fen erfolgt wie unter Beiapiel 1 besohrxeben. Der Tes 
. streif en hat auch ahiaiche Eigenschaf ten. . 

rrotelnkonsentration naci purpur um. 
Streifen «>f J^^^^i^aTJ da der .ar.indi^t,r ».d 



1 beschrie- 



, Aoiddinorange zuses.^tJt. Her auf dx ^ aeutliohe 

-Strelfen 1st starl. g?lb LeTei ateer Pro- 

Untex,c.eidun« se...u.er der P^o^.^xe^i^^^^^^ . 

teinJconzentration von etv;a 25 mg/Tuu au- , . 

mogli-cii ist. . ' ■ ■ 

. Streilen .«d hergestaXlt wle unter Beiapiel 1 .eaonxle- 

b. per DT;rBiJ.B T™«-n-5 erlbsuns auBerdem <i 

...en, -^edoch- werden .else erlxaltene 

Saliuiarbodanid augesetzt. Der .auT die . _ ^^^^^^^^^ 
: streifen ist salblich gefarbt .and zaxgt eine Prot V. 
.entration yon et^^a 15 ms/lOO ml Urin an. • 

.er Strei.en.ird -ses^Ut..^^^ Be^^el . .se^^e- 

. .v,en, Dedoch werden. aer ^^P^^^^^f^^'^'J^ ...^^^ 'weise erhal- 
. /.^^uanidinhydrochlorid .u.eset t De.^ ^^^^^^ 

tene- Streifen ist leich. gelolxch 
rrotexnlconzentration yon et^.a 15. :ag/100 ml Orxn mx 



Farbe an. 
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1. Tests treif en zun Ilachweis von Proteinen im Urin auf der 
Basxs saugfahiger Haterialien wie Papier und Yliese ^e- - 
.ennzelchnet dadurch, daB der Streifen ala .arbindi^rtor 
eine verbindtmg d.r allge^^eihea ?Ornel I (vgl. Anlage) ' 
.ufferungsnittel. gegebene=falls Mlttel zur Verhinderu^g 
von Auswascheff ekten v;ie wasserl5sliche CellulosederiVate 
gegeoenenfalls l£ittel .ur Hintergrundf Mrbung wie Echtllch; 
selb, Acrxdinorange oder Dipyridamol und gegebenenf alls 
Tenside wie liatriumdodecylsulf at, chaotrope ^ubstanzen ^ie 
-aliumriiodanidToder LitMumchlorid sowie Deaaturantien ' 
v;ie Guanidin oder Harnstoff zux Hodifizierung der Empfind- 
lichkext enthalt. ^ ■ ■ 



2. 



T-sts.rexfen nach Punkt 1 geksnnzeiciinet dadurch/ dafl als 
PufferunssMttel iBsbesondere Citronensaure/Phosohat. 
Citronensaure/lTaOH oder Barns teinsaure/>JaQH eathalten 
sind. 



Qkicrv-v-'ir>. ^nn 
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